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がなされ，前成説は否定された（Schleiden, 1838; Schwann, 1839）．そして，生命は初期
胚から発生するという後世説が唱えられ，この初期胚は精子の核と卵の核の合体とい
う受精により作り出されることが明らかになった（Hertwig, 1875）．  
精子と卵の核が融合する受精がどのようにして生じるかは，さらに 100 年以上後に









（Yanagimachi and Chang, 1963），マウス（Iwanatsu and Chang, 1969）およびモルモット












た ATP と流入した Ca2+両者により，精子尾部の微少管における滑り込み運動が活性化
され，精子の運動性は著しく亢進される（Baldi et al., 2000; Hernandez-Gonzalez et al., 




（Yanagimachi, 1994）．ヒトの透明帯は，ZP1（分子量約 100 kDa），ZP2（約 75 kDa），
ZP3（約 55 kDa），および ZP4（約 65 kDa）という 4 種類の糖タンパクで構成されてい
る（Lefievre et al., 2004）．このうちの ZP3 に含まれる第一精子レセプター（primary 
receptor）に受精能を獲得した精子は結合し（Bleil and Wassarman, 1980; Beebe et al., 1992），
透明帯を通過するために必要な精子の先体反応（acrosome reaction）が誘起される．こ
の第一精子レセプターは精子と卵の動物種特異的結合を担うと考えられており





過し，精子は卵子細胞膜と結合することが可能となる（Yanagimachi and Noda, 1970; 
Bedford, 1977）．この結合は，精子の Izumo と卵の CD9 によるリガンドと受容体との
特異的結合であり，この反応により卵の原形質膜と精子の細胞膜の融合が開始する
（Inoue et al., 2007）．この融合は，精子頭部の赤道部位の前方と卵の微絨毛との間で始
まり（堀内ら, 1980），中片部および尾部の精子原形質膜が卵原形質膜にジッパーのよ
うに取り込まれながら，中片部および尾部のすべてが卵細胞質内に引き込まれる
（Phillips, 1980）．  
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 卵細胞質内に取り込まれた 1 つの精子において，頭部の脱凝縮が直ちに開始され，
精子核タンパク質のプロタミン間におけるジスルフィド結合が乖離し，プロタミンか
ら卵由来のヒストンへと精子由来核の DNA 結合タンパク質が置換される（Philpott et 
al., 1991）．さらに，精子由来核の周囲は滑面小胞体に取り囲まれ，それが核膜を形成
することで，雄性前核が形成される（Lassalle and Testart, 1991）．その後，雌雄前核は互
いに接近し，両前核の核膜消失，紡錘体の形成，染色体の赤道面への配列に続き，染
色体の両極への移動と細胞分裂が生じ，胚としての最初の分裂を成し遂げる．精子と
卵の原形質膜が融合すると，精子中心部付近に局在している phospholipase C zeta（PLCζ）
が卵細胞質内に放出され，局所的に PLCζ による phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
（PIP2）の分解が生じ，inositol 1, 4, 5-trisphosphate（IP3）と diacylglycerol が合成され
る（Saunders et al., 2002; Ramadan et al., 2012）．IP3 は，小胞体に局在するリアノジン受
容体に結合し，小胞体からの Ca2+放出を促進させることから（Cox et al., 2002; Malcuit 
et al., 2006），卵細胞質の滑面小胞体から Ca2+が反復性のスパイク状に放出される Ca2+
オスシレーションが生じる（Vitullo and Ozil, 1992）．このCa2+オスシレーションにより，
卵減数分裂の再開による第二極体の放出と雌性前核の形成，精子中心体の分離，精子




全面に広がり（Wang et al., 1997），囲卵腔内を充満した酵素が，透明帯の精子受容体で
ある ZP3 に作用し，精子の結合と先体反応の誘発が阻止される．その結果，新たな精
子が卵へ進入することが防止されるという多精子侵入拒否反応が成立し（Barros and 
Yanagimachi, 1971），1卵 1精子により種特異的な染色体数が維持された受精卵となる．  
 
1 – 2 体外受精の生殖工学および生殖医療への応用 
 



















この受精卵は 2 細胞期で発生を停止した．そこで Edwards は，マウスの研究成果を考
察することで，排卵直前の卵胞から回収した卵は体外受精に適し，その後の初期発生
能も良好なのではないかと仮説立てた．この仮説を臨床応用へと発展させるため，
Edwards は産婦人科医師 Steptoe の協力を得て，内視鏡下で排卵直前に卵を吸引回収す
る技術を確立した（Steptoe and Edwards, 1970）．このような歴史を経て，体外受精のヒ
ト臨床応用が始まったが，妊娠しても流産（Kretzer et al., 1973）や異所性妊娠（Steptoe 
and Edwards, 1976）という失敗が続いた．しかし，1978 年 7 月 25 日に世界初の体外受
精・胚移植（in vitro fertilization and embryo transfer: IVF-ET）児，ルイーズ・ブラウンが
誕生した（Steptoe and Edwards, 1978）．その後，オーストラリアの Lopata（1980）が，
続いてアメリカの Jones et al.（1982）が体外受精児の誕生を報告し, 日本でも 1983 年
に東北大学の鈴木雅洲らのチームによって日本初の体外受精児の誕生が報告された
（Suzuki et al., 1983）． 
 












体外受精（IVF）に要する精子数は，卵 1 個あたりおよそ 50,000 個程度であり，射
出精子数の少ない男性不妊症においても IVF は適応可能である．しかし，精子数が極
端に少ない高度乏精子症や運動性が著しく低い精子無力症などの重度の男性不妊では，
IVF では受精が成立できない症例が多い．そこで Cohen et al.（1988）は，運動性が低
く，精子数も少ない症例において，基礎生物学の分野で開発された顕微注入技術を応






妊症症例では PZDや SUZIの治療効果が乏しいことも明らかにされた．そこで，Palermo 
et al.（1992）らは，ガラス管に吸引した精子を直接卵細胞質内に注入する卵細胞質精
子注入法 （intracytoplasmic sperm injection: ICSI）を考案し，これにより受精した初期
胚を移植することで 4 例の妊娠を報告した．この成功例に続いて，世界中の施設での
追試により高い治療成績が報告され，現在では ICSI が顕微授精の主流になっている． 
 




（Tyrode, 1910）やクレブス・リンゲル重炭酸緩衝液（Krebs-Ringer bicarbonate medium:  
KRB; Krebs, 1950）といった体細胞様の平衡塩類溶液を基礎として必要な栄養素を添加
するという考え方で開発された． 特に KRB は，マウスをはじめ多くの動物種におい
て体外受精や初期胚培養に用いる培養液の基礎となっており，Whitten（1956）は 5.55 
mM グルコースを添加した KRB 培地でマウスの 8 細胞期胚を胚盤胞まで発育させた．




et al., 1982）や TYH（Toyoda et al., 1971）など様々な培養液が考案され，現在でも実験
動物ではこのような単純な組成の培養液が主流となっている． 
 ヒト胚用の培養液の開発初期には，マウスで良好な成績を得た単純組成液の試験が
行われ， BWW（Biggers- Whitten- Whittingham; Biggers et al., 1971）やタイロード液を
改良した T6（Whittingham, 1971）などがヒト胚培養液として用いられた．一方，多種

















 哺乳動物の胚発生は前半と後半の 2 つの周期から構成され，母性 RNA の働きによ
り未分化状態で細胞分裂を行う前半と，ゲノム DNA の制御により分化しながら胚盤
胞へと変化していく後半に分けることできる（Braude, 1988; Telford et al., 1990）．この
2 つの期間をマウス胚で比較すると，グルコース，ピルビン酸，乳酸，アミノ酸など，
主要成分の栄養要求性が大きく変化している．これはヒト胚においても例外ではなく，





く変化することも明らかになっている（Gardner et al., 1996）．そこで，Gardner and Lane  
















この複数個の初期胚を子宮に移植する方法は，1978 年ヒト体外受精 8 細胞期胚を子









なっている（Martinez et al., 2010; Kuliev et al., 2003）．ヒト胚の培養過程で染色体検査
を行うと初期胚に 75 %，胚盤胞まで成長したものでも 56 %，さらに形態が良好な胚盤










and Speed, 1995）．このような先天的な精子 DNA の断片化は精液所見の精子濃度や運







































1978 年にヒト体外受精 8 細胞期胚を子宮内に移植し，挙児が得られて以来，媒精後







Single Embryo Transfer: eSET）が広がっている（Gardner et al., 2000; Criniti et al., 2005; 
Ferraretti et al., 2012）．国内においても，2008 年に日本産科婦人科学会から胚移植数を





が報告されている．まず前核期評価では，Scott の Z-score（Scott et al., 2000）と Tesarik
の分類（Tesarik and Greco, 1999）があげられる．Z-score は，前核の大きさ，前核接合
の有無，核小体の数，大きさ，および配列によって Z1 から Z4 まで分類するものであ
る．Scott et al.（2000）は，この分類により Z1 と Z2 受精卵が胚盤胞期胚に到達する確
率（予測率）は 49.5 %であるのに対して，Z3 と Z4 のそれは 28 %であったと報告して
いる． Tesarik の分類は，核小体数，前核の大きさ，および極性により Pattern 0 から
Pattern 5 まで分類する手法である．この分類法により評価した Pattern 0 受精卵は，他
の Pattern に分類された受精卵と比較して，その後の培養による胚発育停止率が有意に
低いと報告されている（Tesarik and Greco, 1999）．さらに，この分類胚を 1 個以上含ん
で移植した場合，含まない場合と比較し有意に妊娠率が高かったことも示されている








の間に一定の傾向はみられないとの報告が多数なされている（Payne et al., 1997; Mio 
and Maeda, 2008; Kaser and Racowsky, 2014）．したがって, 非連続的静止画像における核
小体を指標にした胚の質的評価は困難であると思われる． 
分割期の評価法として，Veeck の分類（Veeck, 1988）が一般的に用いられている．本
法は，割球数，割球の均一性，fragmentation という 3 つの基準で分類する手法であり，
評価はしやすいが，fragmentation の具体的な数値がない，多核や発育速度の評価がな
いといったマイナス点も多い．高見澤ら（2008）は，余剰胚追加培養を含めた新鮮胚
の胚盤胞到達率は 40.9 %（119 / 291）であり，day 2 / day 3 における Veeck 分類と胚盤
胞到達率との相関関係はみられなかったと報告している．また，Veeck 分類でグレード
4，5 の不良胚でも 38.1 %が胚盤胞に到達し，そのうち良好胚盤胞は 53 %もあったこと
から，分割期の形態的評価のみで発生能の高い胚を選択するのが難しいと考えられた．
Baxter et al.（2006）は，day 3 胚の評価において Veeck の分類を用いて 23 人の培養士
で検討したところ，観察者間でかなりの変動（κ 係数 = 0.24）があり，観察者内でも中
程度の変動（κ 係数 = 0.69）があったことを報告している．つまり，このような形態観
察は，客観的な数値化が困難であることも注意点としなければならない． 
胚盤胞期胚の評価では，Gardner の分類（Gardner et al., 2000）が用いられている．本
法は，胚盤胞腔の広がりと孵化の程度によって 1～6 の 6 段階のスコアを付け，さらに
3 以上の胚盤胞については内細胞塊と栄養外胚葉の様子について A から C の 3 段階に
評価し，3AA のように表記している．Gardner et al.（2004）は，3BB 以上のグレードの




現在では胚盤胞期胚移植が広く行われるようになってきた（Gardner et al., 2000, 2004; 











法の 1 つとなると提案されている．Shoukir et al.（1997）は，顕微授精ではなく通常の
体外受精を行った周期を対象として検討し，媒精後 25 時間で第一分割していた胚を早
期分割胚（early cleavage: EC），分割していなかった胚を非早期分割胚（no early cleavage: 
NEC）として臨床的妊娠率を比較検討した．その結果，EC 胚を移植したグループが
NEC胚を移植したグループと比較して有意に妊娠率が高かったと報告している．また，
Fenwick et al.（2002）と Neuber et al.（2003）は，EC 胚と NEC 胚の培養 2 日目，3 日目
の胚の質を比較したところ，EC 胚が有意にグレードの高い胚が多く，その後の胚盤胞
発生率も高かったと報告している．  















2007 年 11 月から 2012 年 12 月までにウィメンズ・クリニック大泉学園にて顕微授
精を行った患者のうち女性年齢 42 歳以下の 871 周期を対象とした．平均年齢は 35.9±





から早期 LH サージ抑制剤として，GnRH アゴニストであるブセレリン酢酸塩
（Buserecur; Fuji Pharma Co., Ltd., Japan）を連日鼻腔に噴霧投与した．ショート法では
採卵周期の月経 2 日目からブセレリン酢酸塩スプレーを連日鼻腔に噴霧投与した．ア
ンタゴニスト法では，主席卵胞が 15-16 mm になってから GnRH アンタゴニスト
（Cetrotide; MerckSerono Co., Ltd., Germany）0.25 mg を連日投与した．卵巣刺激におい
て，GnRH アゴニスト法も GnRH アンタゴニスト法も月経 3 日目より 150-300 IU 
recombinant FSH（Follisutim; Merck & Co., Inc., Kenilworth, N.J., USA）あるいは FSH 製
剤か hMG 製剤（Folyrmon P; hMG Fuji; Fuji Pharma Co., Ltd., Japan）を連日投与した．
卵胞刺激後，血中 E2 値と卵胞発育をモニターしながら主席卵胞が 18 mm 以上になっ
た時点で hCG（HCG Mochida; Mochida Pharmaceutical Co., Ltd., Japan）5,000-10,000 単位
もしくは GnRH アゴニストを投与した．その後 34 時間から 35 時間後に経膣超音波ガ
イド下にて採卵を行った． 
 低刺激法は，月経周期 3 日目から 50 mg のクエン酸クロミフェン塩（Serophene; 
MerckSerono Co., Ltd., Germany）を連日経口投与し，もし 3 個以上の卵胞が発育してき
たら 100 IU recombinant FSH を連日投与した．投与後，血中 E2 値と卵胞発育をモニタ
ーしながら主席卵胞が 18 mm 以上になった時点で GnRH アナログを噴霧投与し，その








37℃に加温した lower layer に同様に加温した Upper layer を重層，さらに液化した精
液をその上に重層し，400×g にて 20 分間遠心後，上層を吸引除去し，沈渣を回収し
た．これを 37 ℃，6 % CO2，5 % O2，89 % N2に調整した加湿型インキュベータ（Astech 
Co., Ltd., Japan）内で平衡化した 5 %ヒト血清アルブミン（Human Serum Albumin: HSA; 
Irvine Scientific, USA）を添加した HFF99 medium（Fuso Pharmaceutical Industries, Ltd., 




採取した卵子卵丘細胞複合体（COC）を 5 % HSA を添加した HFF99 medium で 2～
4 時間前培養した後，ヒアルロニダーゼ（Irvine Scientific, USA）により卵子裸化処理を
行った．第一極体の確認により成熟卵子の判定を行い，成熟卵子にのみ ICSI を施行し
た．ICSI 後，ミネラルオイル（Irvine Scientific, USA）を被せた 25μl の Cleavage medium
（Cook, Australia）ドロップに卵子を 1 個ずつ移し，加湿型インキュベータ内で培養を
行った． 
受精確認を媒精から 19～21 時間後に行い，雌雄両前核の確認できたものを正常受精
卵として胚盤胞まで培養を行った．培養には 37 ℃，6 % CO2，5 % O2，89 % N2の無加
湿型インキュベータ（K-SYSTEMS Kivex Ltd., Denmark）を用い，day 3 に培養液を
Blastocyst medium（Cook, Australia）に交換した． 
 
胚評価 
媒精後，19～21 時間で受精を確認し，同日媒精から約 25 時間後に再度確認を行っ
た．この時第一卵割を開始していた胚を EC 胚，前核は消失していたが卵割は認めら
れなかった胚を BD 胚，前核が認められた胚を PN 胚とした． 
分割期胚の評価には，Veeck の分類を用いた（Veeck, 1988）．培養 3 日目に 6 細胞以
上でグレード 2 以上の胚を良好分割胚とした． 
Grade 1: 細胞の形態が均等で fragmentation が認められない胚 
Grade 2: 細胞の形態が均等でわずかに fragmentation が認められる胚 
Grade 3: 細胞の形態が不均等な胚 or 少量の fragmentation が認められる胚 
Grade 4: 細胞の形態が均等 or 不均等でかなりの fragmentation が認められる胚 
18 
 
Grade 5: 細胞をほとんど認めず fragmentation が著しい胚 
 
胚盤胞期胚の評価には Gardner の分類を用い（Gardner et al., 2000），胚の発生段階を
グレード 1～6，内細胞塊（inner cell mass: ICM）形態を A～C，栄養外胚葉（Trophectoderm: 
TCM）形態を A～C に分類し，グレード 3BB 以上を良好胚盤胞期胚とした． 
 
統計処理 












EC 区，BD 区，PN 区の培養 3 日目の胚の割球数とグレードを比較した． 
 
【実験 3】 
EC 区，BD 区，PN 区の培養 5，6 日目の胚盤胞到達率，良好胚盤胞発生率を比較し








卵子に ICSI を施行し 25 時間後に観察した本実験における卵提供患者背景と結果を
表 1 に示した． EC 区，BD 区，PN 区で患者年齢，IVF 回数に有意差は認められなか
った．EC 胚，BD 胚，PN 胚の発現率は，それぞれ 34.7 %（606 / 1748），28.3 %（495 / 
1748）， および 37.0 %（647 / 1748）であった． 
卵巣刺激法別の各期発現率を表 2 に示した．EC 胚の発現率は，Clomiphene+FSH 法
と比較して Agonist 法，Antagonist 法において有意に低かった（P < 0.05）．また，BD 胚
の発現率は，Clomiphene+FSH 法と比較して Agonist 法，Antagonist 法において有意に
高かった（P < 0.05）． 
 
【実験 2】 
培養 3 日目のそれぞれの区の割球数は，EC 区 7.8±2.0 個，BD 区 7.1±1.8 個，PN 区
6.4±2.0 個であり，EC 区が BD 区，PN 区に比較して有意に割球数が多く，分割スピー
ドが速かった（表 3，P < 0.05）． 
培養 3 日目の胚のグレードは，EC 区 2.2±0.7，BD 区 2.3±0.7，PN 区 2.4±0.8 であ
り，EC 区が BD 区，PN 区に比較して有意にグレードが高かった． 
 
【実験 3】 
 培養 5, 6 日目のそれぞれの区の胚盤胞到達率と良好胚盤胞発生率を表 4 に示した．
胚盤胞到達率は，EC 区 74.7 %，BD 区 63.3 %，PN 区 37.2 %であり，EC 区が，BD 区
および PN 区と比較して有意に高かった（P < 0.001，P < 0.0001）．Gardner 分類による
3BB 以上を良好胚盤胞とした時の良好胚盤胞発生率は，EC 区 44.7 %，BD 区 26.9 %，
PN 区 13.9 %で EC 区が他の区より有意に高かった（P < 0.0001）． 
卵巣刺激法別の胚盤胞到達率を図 1 に示した．卵巣刺激法別の良好胚盤胞発生率を
図 2 に示した． いずれの卵巣刺激法でも PN 区，BD 区よりも EC 区が胚盤胞到達率
および良好胚盤胞発生率が高値であった． 






















て妊娠率と着床率が高く，EC 胚は良好な 4 細胞期胚，8 細胞期胚，胚盤胞への発育に
強く関与していることが報告されている（Shoukir et al., 1997; Sakkas et al., 1998, 2001; 
Fenwick et al., 2002; Tsai et al., 2002; Van Montfoort et al., 2004）．本研究においても培養 3
日目の分割数は BD 胚，PN 胚と比較して EC 胚が最も多く，グレードも最も高かった
（表 3）．また，胚盤胞到達率，良好胚盤胞到達率においても BD 胚，PN 胚と比較して
EC 胚がともに有意に高かった（表 4）．この事実から，早期分割胚は発育能力の高い胚
であることが示された． 
これまでに ICSI 由来胚で BD 胚・PN 胚が，低い発育能力をもつ理由は明らかにな
っていないが，不完全な受精過程が前核の遅い形成と第一分割を遅らせるだけでなく，
胚盤胞への発育能力を低くする可能性がある．精子侵入後，卵子活性化は MII ステー
ジから anaphase II （ANII）への減数分裂の再開を意味し，Ca2+オスシレーションによ
って誘導される．小胞体からの細胞質への Ca2+の一過性の反復誘導は Cyclin B と Mos
を分解し，CDK1 活性と ERK1/2 活性を低下させる．両者は MII ステージの維持を要
求するので，その活性低下は第二極体排出の発動要因となるだけでなく，雌性前核形








脂質 PIP2 を分解し，inositol tri phosphate（IP3）を産生する．この IP3 は，小胞体（ER）
の膜上に局在するリアノジン受容体に作用し，Ca2+が放出される．精子における PLC
ζの蓄積量は精子毎によって異なっており，IP3 レセプターは卵成熟の間にリン酸化
されることが知られている（Wakai et al., 2012）．このように，精子を挿入した卵の PLC
ζまたは IP3 レセプターが低活性であると Ca2+オスシレーションが不十分であるかも
しれない．さまざまな哺乳動物で Ca2+の異常が後期胚や胎仔の発生異常を引き起こす
可能性も報告されており（Ozil and Huneau, 2001; Knott et al., 2005），受精障害のみなら
ず良好胚が得られない症例でも卵活性化障害を疑う必要があるのかもしれない． 
マウスを用いた実験では，受精時に起こる Ca2+オスシレーションが加齢により変化
することが明らかにされている（Igarashi et al., 1997）．また，卵の加齢により，小胞体
への Ca2+の取り込み，IP3 受容体を介した Ca2+の放出，カルシウムストアの低下が起こ
っていることが明らかにされている（Takahashi et al., 2000, 2009）．さらに，加齢卵では
ATP 産生が低下していること（Igarashi et al., 2005），ミトコンドリアにおいて活性酸素










と呼ぶ（Schultz, 1993）．これに対し発現開始直後の転写レベルの低い時期は minor ZGA
と呼ばれることがある．このような ZGA が起きる時期は動物種によって異なり，minor 
ZGA の発現開始時期はヒト，マウス，ウシでは 1 細胞期，ウサギは 2 細胞期，ブタで
は 4 細胞期である．ZGA における遺伝子発現様式についてはマウスで多くの研究がな
されており，まず 1 細胞期におこる minor ZGA については，雌性および雄性前核で開
始時期はほとんど同じであるが転写活性は大きく異なり，雄性前核の方が雌性前核よ
り高い．転写がもっとも早く検出されるのは S 期の中ごろであり，その後 G2 期の終
23 
 
わりまで転写活性は次第に上昇している（Aoki et al., 1997）．第一細胞周期の S 期の持
続時間が胚盤胞形成率と関与しているとの報告がある．ウシ胚においては S 期が長く，
G1 期が短い胚（Comizzoli et al., 2000），マウスにおいては G2 期が短い胚（Schabronath 
and Gartner, 1988）の胚盤胞形成率が高いことが示されている．これは胚性遺伝子の発
現と関連があるかもしれず，第一細胞周期の S 期の持続時間は，続く第一分割のタイ



























本章実験 1 では，顕微授精を施行したすべての胚（n = 1,748）において，媒精 25 時
間後の胚の状態による発生能の違いを検討した．その時点で分割が認められた胚を EC
胚，前核が消失していた胚を BD 胚，前核が継続して認められた胚を PN 胚とした．そ
れぞれの胚は，5 日目あるいは 6 日目まで培養し（n = 1,120），胚盤胞期胚への発育を
評価した．その結果，培養 3 日目のそれぞれの区の割球数は，EC 区 7.8±2.0，BD 区
7.1±1.8，PN 区 6.4±2.0 であり，EC 区が BD 区，PN 区に比較して有意に割球数が多
く，分割スピードが速かった．また，胚のグレードは，EC 区 2.2±0.7，BD 区 2.3±0.7，
PN 区 2.4±0.8 であり，EC 区が BD 区，PN 区に比較して有意にグレードが高かった．
胚盤胞到達率は，EC 区 74.7 %，BD 区 63.3 %，PN 区 37.2 %で EC 区が BD 区および
PN 区に比較して有意に高かった（P < 0.001，P < 0.0001）．Gardner 分類による 3BB 以
上を良好胚盤胞とした時の良好胚盤胞発生率は，EC 区 44.7 %，BD 区 26.9 %，PN 区

















EC：ICSI 後 25 時間で分割を開始していた胚． 
BD：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を消失していた胚． 
PN：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を継続していた胚． 
 







表 1． 患者背景と EC，BD および PN 胚の発現率 
 
 
 EC BD PN P value 
周期数 301 276 294  
患者年齢（歳） 35.8 ± 3.4 35.8 ± 3.4 36.0 ± 3.4 N.S. 
IVF 回数（回） 3.1 ± 2.1 2.4 ± 2.1 2.6 ± 2.2 N.S. 
胚数 606 495 647  









(n = 604) 
GnRH 
antagonist  
(n = 717) 
Clomiphene 
(n = 123) 
Clomiphene 
 + FSH 
(n = 304) 
合計 
(n = 1748) 
EC (%) 32.5 (197)a 31.0 (222)b 39.0 (48) 45.7 (139)a,b 34.7 (606) 
BD (%) 34.9 (226) a  41.1 (295) b 37.4 (46)  26.3 (80) a,b 37.0 (647) 
PN (%) 36.6 (181) 27.9 (200) 23.6 (29) 28.0 (85) 28.3 (495) 
 
EC：ICSI 後 25 時間で分割を開始していた胚． 
BD：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を消失していた胚． 
PN：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を継続していた胚． 
 
数値は各項目における割合，（ ）内の数値は n 数を示す． 
 







表 3． 第一分割のタイミング別の培養 3 日目における割球数とグレード 
 
 
  EC BD PN P value 
割球数 7.8 ± 2.0a,b 7.1 ± 1.8a,c 6.4 ± 2.0b,c P < 0.05 
グレード 2.2 ± 0.7a,b 2.3 ± 0.7a,c 2.4 ± 0.8b,c P < 0.05 
  
EC：ICSI 後 25 時間で分割を開始していた胚． 
BD：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を消失していた胚． 



















表 4． 第一分割のタイミング別の胚盤胞到達率および良好胚盤胞発生率 
 
 
 EC BD PN 
胚数 387 338 395 
胚盤胞到達率     (%) 289 (74.7)a,b 214 (63.3)a,c 147 (37.2)b,c 
良好胚盤胞発生率 (%) 173 (44.7)b,c 91 (26.9)b,d 55 (13.9)c,d 
 
EC：ICSI 後 25 時間で分割を開始していた胚． 
BD：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を消失していた胚． 
PN：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を継続していた胚． 
 
胚数，胚盤胞到達率，良好胚盤胞発生率の数値は対象区における n 数を示す． 
（ ）内の数値は各項目の対象区における割合（%）を示す． 
  







図 1． 各種卵巣刺激法で得られた卵子を ICSI し，培養 25 時間後に発育速度
の違いにより分類した胚（EC，BD および PN）の胚盤胞到達率 
 
    EC：CSI 後 25 時間で分割を開始していた胚． 
BD：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を消失していた胚． 
PN：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を継続していた胚． 
 

























































図 2． 各種卵巣刺激法で得られた卵子を ICSI し，培養 25 時間後に発育速度
の違いにより分類した胚（EC，BD および PN）の良好胚盤胞発生率 
 
EC：ICSI 後 25 時間で分割を開始していた胚． 
BD：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を消失していた胚． 
PN：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を継続していた胚． 
 
























































表 5． 第一分割のタイミングと卵巣刺激法を 2 要因とした胚盤胞到達率と 
良好胚盤胞発生率に関する二元配置 ANOVA 解析 
 
  Source d.f. P value 
胚盤胞到達率    (%) 第一分割のタイミング 2 0.0004  
 
卵巣刺激法 3 0.4507  
    
良好胚盤胞発生率(%) 第一分割のタイミング 2 0.0018  
 
卵巣刺激法 3 0.4207  
    























した後に胚移植することで，その成功率（着床率）は 50 %以上に到達している（Gardner 
et al., 2000; Mullin et al., 2012）．しかしながら，胚移植後の自然流産率は，18~30%と自
然妊娠と比較して著しく高いことが報告されている（Wennerholm et al., 1998; Pantos et 
al., 1999; Nybo et al., 2000; Martinez et al., 2010）．したがって，着床までを担保する発生
能だけでなく，流産が起こらない胚の正常性もまた担保することが，高度生殖補助医
療の医療成績の向上に必要である． 
高度生殖補助医療技術（Assisted Reproductive Technology: ART）によって成立した妊
娠後の流産率が高い理由としては，ART を受ける女性の年齢が比較的高いこと，採卵
後も頻回に受診を要することから早期の流産を確認しやすいことが考えられる．この
ような ART における自然流産において，その 50 %以上が胚性の aneuploidy によって
引き起こされることも明らかにされている．特に，40 歳以上の患者で胚の染色体異常
に起因する流産が多く見られ，その原因として卵の減数分裂過程の染色体分配が高齢
女性で異常を起こしやすいことが報告されている（Simpson, 1980; Kuliev et al., 2003; 




（Oliver et al., 2008; Ghosh, 2009）． 
また，精子の染色体異常も自然流産のリスクを引き上げる要因となる．精子の染色
体異常の頻度は，ハムスター卵を用いた研究では 10 %（異数性 1-3 %，構造異常 5-10 %）
であり，FISH 法を用いた研究では，精子の各常染色体の平均ダイソミー率は，0.1-0.2 %
と報告されている（Gardner et al., 2003）． さらに精液または精巣上体の酸化ストレス
は，DNA ダメージを誘導することが知られている（Zini et al., 2008）．特に体外での精
子操作は酸化ストレス条件であり，精子が活性酸素のダメージを受けやすい状況下に
あると考えられている（Aitken et al., 1997）． 
上記のような配偶子形成過程における染色体異常に加え，Yamagata et al.（2009）は， 























2007 年 11 月から 2012 年 12 月までにウィメンズ・クリニック大泉学園にて顕微授







 Gardner の分類により内部細胞塊と栄養膜外胚葉がグレード B 以上のものを形態良
好な胚盤胞とし，条件を満たした胚盤胞期胚を次周期以降のために凍結保存した．胚




 自然周期またはホルモン補充周期により融解胚盤胞移植を行った． Vitrification Kit
（KITAZATO BioPharma, Japan）を用いて融解し，移植まで 2～5 時間の回復培養を行
った．経膣超音波ガイド（MochidaSimense Co., Ltd., Japan）下で北里 ET カテーテル
（KITAZATO Co., Ltd., Japan）を用いて移植を行った． 
 
黄体補充と妊娠判定 
 胚移植後の黄体補充には，自然周期の場合は hCG 注射（HCG Mochida® , Mochida 
Pharmaceutical Co., Ltd., Japan），ホルモン補充周期の場合はエストラジオール
（ESTRANA® TAPE, Hisamitsu Phamaceutical Co., Inc., Japan）貼付とプロゲステロン膣
錠（LUTINUS® Vaginal Tablet, Ferring Pharmaceuticals Co., Ltd., Switzerland）を併用した．














PN 胚由来の胚盤胞を移植して妊娠が確認されたが，妊娠 12 週未満に流産した症例











回数に有意差は認められなかった．EC，BD および PN 区の臨床的妊娠率は，それぞれ
62.3 %，57.9 %，25.6 %であり，PN 区に比較して EC，BD 区が有意に高かった（P < 
0.01）．しかし，流産率は EC，BD 区に比較して PN 区が有意に高かった（P < 0.01, P < 
0.05）． 
卵巣刺激法別の臨床成績を表 7 に示した．Antagonist 法と Clomiphene+FSH 法におい
て臨床的妊娠率は，PN 区に比較して EC 区が有意に高かった（P < 0.05, P < 0.01）．流
産率は，Agonist 法，Antagonist 法および Clomiphene +FSH 法において EC 区に比較し
て PN 区が有意に高かった（P < 0.01, P < 0.05） 




なかった（P = 0.5349）． 
 
【実験 2】 
PN 由来胚を移植して妊娠し，流産した 8 症例に POC 染色体検査を行った．その結






















v.s. 37.2 %, P < 0.0001），第一分割のタイミングがその後の胚の発生能と関係している
ことが明らかになったため，本章では第一分割のタイミングが臨床成績にどのような
影響を与えるかを検討した．実験 1 において第一分割のタイミングの早い順番に EC，
BD，PN 区の臨床的妊娠率を比較すると， PN 区に比較して EC，BD 区の臨床的妊娠
率が有意に高い値を示した．これまでの研究においても，第一分割の早い胚を移植す
ると分割の遅い胚を移植した周期と比較して，臨床的妊娠率が有意に高いことが報告
されている（Shoukir et al., 1997; Sakkas et al., 1998, 2001; Bos- Mikich et al., 2001; Lundin 




また，実験 1 の EC 区，BD 区，PN 区における臨床妊娠後の流産率を比較検討した
結果，流産率は， PN 区に比較して EC，BD 区が有意に低かった．Van Montfoort et al. 
（2004）は，Day 2 胚移植の流産率において，第一分割の早い胚を移植し，妊娠に至っ
たグループが，分割が遅い胚と比較して低かったと報告している（早期分割胚 20 % v.s. 




娠したグループよりも流産率が低く（12.1 v.s. 20.2 %, P = 0.036）, 出生率が有意に高か
った（34.3 v.s. 24.0 %, P = 0.0009）と報告している．このように，早期分割胚を移植す
ることで流産リスクが低くなり，児が得られる可能性が高くなるのではないかと考え




Munne et al.（1993）は，発育停止胚の 71 %が染色体異常であることを報告しており，
Magli et al.（2007）は受精後 62 時間で 8 細胞になった胚と比較して発生を停止した胚
や分割遅延胚は有意に染色体異常が高いことを報告している．Yamagata et al.（2009）
はライブセルイメージング技術を開発し，マウス胚において ICSI を行い，その卵割時






ングの遅れが APS を引き起こすのか，を判断するのは難しい．しかし，1 つの可能性

















なっている．IVF や ICSI のような生殖補助医療（ART）を必要とする不妊カップルの
数が過去 20 年間の間に急速に増大してきた．ART の成績を伸ばすためには，非侵襲的
な技術を用いた発生能力の高い胚の選択が，必要不可欠である．しかしながら，多く
の不妊治療クリニックが ART 後の高い自然流産率 18~30 %を報告している．さらに，
流産の頻度は自然妊娠よりも ART 妊娠の方が著しく高いとの報告もある． 
本章では，第一分割のタイミングと臨床的妊娠率，流産率との関係を調べた．媒精
後 25 時間で観察を行い，その時点で分割が認められた胚を EC 胚，前核が消失してい
た胚を BD 胚，前核が認められた胚を PN 胚とした．それぞれの胚は 5 日目あるいは 6
日目まで培養し，良好な胚盤胞期胚（Gardner 分類 3BB 以上）へ発育した胚を凍結保
存した．コントロール凍結融解良好胚盤胞移植は 209 周期行った．EC，BD および PN
区の臨床的妊娠率は，それぞれ 62.3 %，57.9 %，25.6 %であり，PN 区に比較して EC，
BD 区が有意に高かった（P < 0.01）．しかし，流産率は EC，BD 区に比較して PN 区が


















表 6． 第一分割のタイミング別の臨床成績 
 
 
  EC BD PN P value 
周期数 109 57 43 
 
患者年齢  （歳） 35.3 ± 3.3 35.6 ± 3.5 35.5 ± 4.2 N.S. 
IVF 回数   （回） 3.1 ± 2.0 3.0 ± 2.0 3.4 ± 2.7 N.S. 
臨床的妊娠率（%） 62.3 (68/109)a 57.9 (33/57)b 25.6 (11/43)a,b a,bP < 0.01 
流産率    （%） 4.4 (3/68)c 15.2 (5/33)d 72.7 (8/11)c,d 
 cP < 0.01 
 dP < 0.05 
 
EC：ICSI 後 25 時間で分割を開始していた胚． 
BD：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を消失していた胚． 
PN：ICSI 後 25 時間で前核（2PN）を継続していた胚． 
 

















表 7． 各種卵巣刺激法における EC，BD および PN 胚の臨床成績 
  
 





65.6 (21/32)  61.9 (13/21)  40.0 (6/15)  N.S. 





64.9 (24/37)c 47.6 (10/21) 28.6 (4/14)c cP < 0.05 




62.5 (5/8) 66.7 (2/3) 0 (0/3) N.S. 





68.8 (22/32)a 66.7 (8/12)c 9.1 (1/11)a,c 
aP < 0.01, 
cP < 0.05 
 流産率 (%)  9.1 (2/22)a 12.5 (1/8)c 100 (1/1) a,c 
aP < 0.01, 




62.3 (68/109)a 57.9 (33/57)b 25.6 (11/43) a,b a,bP < 0.01 
  流産率 (%) 4.4 (3/68)a 15.2 (5/33)c 72.7 (8/11) a,c 
aP < 0.01, 












表 8.  第一分割のタイミングと卵巣刺激法を 2 要因とした臨床的妊娠率と 
流産率に関する二元配置 ANOVA 解析 
 
 
  Source d.f. P value 
臨床的妊娠率(%) 第一分割のタイミング 2 0.0043  
 
卵巣刺激法 3 0.6860  
    
流産率      (%) 第一分割のタイミング 2 0.0055  
 
卵巣刺激法 3 0.5349  
    






















Patient no. Age (year) No. of IVF attempts Karyotype  
1 30 3 47,XY,+22  
2 35 5 47,XY,+22  
3 35 4 47,XX,+8  
4 36 3 47,XX,+22  
5 36 2 47,XY,+22  
6 38 2 47,XX,+16  
7 39 2 47,XY,+22  
8 39 1 47,XX,+15  






































程の卵は糖代謝を行うのに必須な glucose 6 phosphate dehydrogenase や hexokinase がほ
とんど発現していない（Biggers, 1967; Fagbohun and Downs, 1992; Downs and Utecht, 
1999）．枯渇するピルビン酸やアセチル CoA を卵はギャップジャンクションを介して
卵丘細胞から供給され，それらを TCA サイクルの原料に用いて電子伝達系で ATP を




産からの切り替えが必要となる（Gilula et al., 1978）．この切り替えは，胚ゲノムの活性
化（zygotic genome activation: ZGA）による上述の酵素の新規合成によりもたらされる
が，これはマウスでは 2 細胞期で，ヒトにおいては 4～8 細胞期でおこる（Clegg  and 






ト，ヒト，ウシ，ヒツジなどさまざまな種でみられる（Leese and Barton, 1984; Brinson 
and Leese, 1991; Matsumoto et al., 1999）．ウシとマウスにおいて，胚盤胞期に培養液中
のグルコースの取り込み量の高い胚は，移植した後の成長が良いことが報告されてい
る（Renard et al., 1980; Gardner and Leese; 1988）．また，Gardner et al.（2001）は，day 4
でグルコースの取り込み量の高いヒト胚は，取り込み量の低い胚に比べて胚盤胞到達
率が有意に高かったと報告している． 
しかし，Hardy et al.（1989）と Gott et al.（1990）は，グルコース代謝ではなくピルビ
ン酸の取り込みが高い初期胚は，胚盤胞期胚への発生が高いことを報告している．さ
らに，近年，細胞呼吸活性（酸素消費量）を指標とする非侵襲的な胚の評価法などが



































Technologies Inc, Yamagata, Japan）. 
 
ピルビン酸・乳酸の測定方法 
Pyruvate Assay Kit（Bio Vision, USA）を用いて，培養液中のピルビン酸量を測定した．
培養液と等量の Reaction Mix（Pyruvate Assay Buffer, Pyruvate prove, Enzyme Mix）とを
混合し，暗所で 30 分間反応させた．蛍光プレートリーダーを用い O.D.570 nm の波長
で測定した． 





受精卵を Day1 から Day3 まで培養した培養液を発生良好群と発生不良群に分類し，

















検討した結果，患者年齢，ART 回数，Day3 胚の割球数，Day3 胚のグレードのいずれ
においても両群間に有意差は認められなかった． 
メタボローム解析を行い，培養液中の代謝物を特定した．主成分分析（Principle 
Component Analysis: PCA）結果を図 3 に示した．階層的クラスター解析（Hierarchical 
Cluster Analysis: HCA）結果より 58 個の代謝産物が得られた（表 11）．発生良好群と発
生不良群を比較すると多くの物質が両群ともに発生過程で生産されていたが，
Terephthalic acid ， 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1, 3-propanediol ， Glyoxylic acid ，  2-
Hydroxybutyric acid，Propionic acid， 2-Hydroxyvaleric acid は両群ともに消費されてい
た．これらの代謝物はアミノ酸代謝経路に関する物質が多く含まれていた．発生良好
群では，TCA サイクルの中間代謝物である Succinic acid， Citric acid， Malic acid が増
加していた．また Lauric acid，Pelargonic acid， 5-Oxohexanoic acid， Ile， Valeric acid， 
Butyric acid，Decanoic acid，Undecanoic acid， ρ-Toluic acid， Hexanoic acid， Heptanoic 
acid， Asp， Lactic acid， 2-Hydroxy-4-methylvaleric acid， Cystine， Leu は発生不良
群で多量に生産されていた．これらの代謝物には脂肪酸代謝経路に関与する物質が多







ルビン酸量と乳酸量を測定した．発生良好群のピルビン酸使用量は，0.25 ± 0.03 mM，
発生不良群は，0.24 ± 0.03 mM であり，両群間に有意差は認められなかった．また，そ
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れぞれの群の乳酸使用量は，0.43 ± 0.13 mM と 0.44 ± 0.30 mM であり，両群間に有意
差は認められなかった． 
ピルビン酸/乳酸取り込み量比は，発生不良群と比較して発生良好群が有意に高かっ















（Whittingham, 1969; Ginsberg and Hillman , 1975）．マウスでは，未受精卵から 2 細胞期
まではピルビン酸を主なエネルギー源とした代謝を行うが，ミトコンドリアによるク
エン酸回路→酸化的リン酸化の好気的代謝も同時に機能しており，受精前後のピルビ
ン酸代謝はこの時期の主要な ATP 発生源となっている（Biggers et al., 1967; Gardner et 
al., 1988）．一方，2 細胞期以降からグルコースの取り込みが上昇し，8 細胞期以降でグ
ルコースを利用した解糖系主体の代謝に変化する．その後，着床前後の低酸素状態で
は，グルコース代謝は主に乳酸産生に至る嫌気性代謝によって営まれていることが知
られている（Benos and Balaban 1983; Lane and Gardner, 2000; Trimarchi, 2000）． 
本章において，乳酸の消費量よりもピルビン酸の消費量が多い胚が，移植後の妊娠
率が高いことが示された．乳酸をピルビン酸へ変換するときに用いられる乳酸脱水素
酵素（lactate dehydrogenase: LDH）は，zygote 期で最も活性が高く，胚盤胞期では減少
することが知られている（Brinster, 1971）．マウス胚は，受精直後から 2 細胞期までピ
ルビン酸絶対要求性であり，乳酸のみでは第一分割をサポートすることはできないが，
1 細胞期でも 2 細胞期でも乳酸はただちに酸化され，ピルビン酸に変換される（Wales 
and Whittingham, 1967, 1973）．このマウスにおける代謝機構と本研究成果は矛盾するも
のであるが，この矛盾こそ ZGA 時期の違いに起因し，ヒトでは培養 3 日目まではピル
ビン酸依存的な状態にあり，よりピルビン酸を消費した初期胚が胚盤胞期胚に発達し，
妊娠に至ると考えられた．また，発生良好群では，TCA 回路の中間代謝物である




























Houghton et al.（2002）は，High performance liquid chromatography（HPLC）を用いた
研究で，異なるステージのヒト初期胚培養液中の 18 種類のアミノ酸濃度を測定し，発
生停止した胚と胚盤胞を形成した胚ではアミノ酸代謝の異なるプロファイルを示した








酸の代謝回転が低いことを示した． Brison et al.（2004）は，同じく HPLC を用いた研
究で，ヒト初期胚の培養液中グリシンとロイシンの減少とアスパラギンの上昇が，高
い臨床妊娠率と生産率を予測する指標となることを報告している．さらに Seli et al.













































（lactate dehydrogenase, LDH）は，zygote 期で最も活性が高く，胚盤胞期では減少














表 10.  培養液を採取した患者の背景比較 
  
   
  発生良好群 発生不良群 
周期数 8 10 
年齢 (歳) 36.8±3.4  35.6±3.4  
ART 回数 (回) 3.25±3.4  2.25±3.4  
Day 3 胚の割球数 9.25±3.4 7.55±3.4  
Day 3 胚のグレード 2.1±3.4  2.0±3.4 
 






















図 3. 主成分分析（PCA）結果 
 
































表 11-1.  階層的クラスター解析（HCA）結果 
HMT DB † 
m/z MT 
Standardized Relative Area § 
Compound name Control 発生良好群 発生不良群 
Terephthalic acid 165.019 16.46 1.134 -0.380 -0.755 
2-Amino-2-(hydroxymethyl) 
-1,3-propanediol 
122.081 8.19 1.152 -0.510 -0.642 
Glyoxylic acid 72.993 11.52 1.140 -0.729 -0.411 
2-Hydroxybutyric acid 103.039 9.56 1.038 -0.957 -0.081 
Propionic acid 73.030 10.70 0.940 -1.051 0.112 
2-Hydroxyvaleric acid 117.055 9.01 0.871 -1.092 0.222 
Lauric acid 199.169 7.44 0.603 -1.154 0.551 
Pelargonic acid 157.123 7.91 0.367 -1.132 0.765 
5-Oxohexanoic acid 129.056 8.88 0.366 -1.131 0.765 
Ile 132.101 10.20 0.230 -1.095 0.865 
Valeric acid 101.060 9.05 0.141 -1.063 0.922 
Butyric acid 87.045 9.66 0.129 -1.058 0.929 
Decanoic acid 171.138 7.74 0.126 -1.057 0.931 
Undecanoic acid 185.154 7.58 0.008 -1.004 0.996 
p-Toluic acid 135.045 8.93 -0.005 -0.997 1.003 
Hexanoic acid 115.076 8.66 -0.053 -0.972 1.026 
Heptanoic acid 129.092 8.34 -0.069 -0.964 1.033 
Asp 134.044 11.54 -0.118 -0.936 1.054 
Lactic acid 89.024 10.65 -0.142 -0.921 1.063 
2-Hydroxy-4-methylvaleric acid 131.071 8.61 -0.536 -0.618 1.154 
Cystine 241.029 10.97 -0.865 -0.230 1.095 
Leu 132.101 10.31 -0.906 -0.168 1.073 
Asn 133.060 10.48 -1.133 0.375 0.758 
Ornithine 133.096 6.87 -1.150 0.488 0.662 
Arg 175.118 7.16 -1.152 0.644 0.508 
Trp 205.096 11.00 -1.151 0.650 0.501 
Glycerophosphocholine 258.108 21.53 -1.141 0.723 0.419 
Ala 90.055 9.04 -1.137 0.745 0.392 
5-Oxoproline 128.035 9.28 -1.134 0.756 0.378 
Lys 147.112 6.93 -1.117 0.813 0.304 
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表 11-2.  階層的クラスター解析（HCA）結果 
 
HMT DB † 
m/z MT 
Standardized Relative Area § 
Compound name Control 発生良好群 発生不良群 
Pro 116.070 10.78 -1.115 0.819 0.296 
Benzoic acid 121.029 9.64 -1.110 0.830 0.281 
Gln 147.076 10.74 -1.096 0.863 0.233 
Phe 166.085 11.06 -1.085 0.884 0.201 
Ser 106.049 9.99 -1.080 0.894 0.186 
His 156.076 7.35 -1.066 0.917 0.149 
Gly 77.042 8.21 -1.029 0.968 0.060 
Isobutylamine 74.096 7.07 -0.879 1.088 -0.209 
Tyr 182.080 11.33 -0.787 1.125 -0.338 
Pyruvic acid 87.009 12.65 -0.640 1.152 -0.512 
Val 118.086 10.01 -0.625 1.153 -0.529 
Glu 148.060 10.93 -0.590 1.155 -0.564 
Thr 120.064 10.51 -0.542 1.154 -0.612 
Succinic acid 117.019 20.78 -0.541 1.154 -0.613 
Citric acid 191.018 26.07 -0.494 1.151 -0.657 
Met 150.058 10.71 -0.489 1.150 -0.662 
Malic acid 133.014 21.18 -0.402 1.138 -0.736 
Melamine 127.072 7.66 0.058 0.970 -1.028 
Triethanolamine 150.112 8.19 0.215 0.875 -1.090 
Choline 104.107 6.93 0.282 0.829 -1.111 
Ibuprofen 205.122 7.58 0.366 0.765 -1.131 
Tyramine 138.090 8.19 0.377 0.757 -1.134 
Octanoic acid 143.107 8.16 0.432 0.712 -1.143 
Diethanolamine 106.086 7.68 0.552 0.603 -1.154 
Taurine 126.021 21.94 0.573 0.581 -1.155 
Cyclohexylamine 100.112 7.72 0.642 0.510 -1.152 
Sarcosine 90.055 9.50 0.724 0.417 -1.141 
Pantothenic acid 218.102 7.45 0.850 0.252 -1.102 
† 検出ピークの m/z と MT から HMT データベースに照合し得られた候補化合物. 









発生良好群      発生不良群 
 
 
図 4. ピルビン酸/乳酸取り込み量比較 
      
   *：発生良好群と発生不良群のピルビン酸/乳酸取り込み量間に有意差あり 





























年 6 月に公表された「人口動態統計」（Ministry of Health Labor and Welfare, 2015）によ
ると，合計特殊出生率は 1.42 人と人口置換水準の出生率 2.07 人の 7 割弱に相当するに
過ぎない．このような少子化の傾向は女性の高学歴化による晩婚化が主因と考えられ，




37,953 人と全出生児の 3.7 %（37,953 / 1,037,231）に相当する体外受精児が誕生してい
る（Ministry of Health Labor and Welfare, 2013; Japan Society of Obstetrics and Gynecology, 
2014）． 
現在，日本において体外受精（in vitro fertilization: IVF）を施行する患者の中央値は
37 歳と高齢になっている（Saito et al., 2010）． 30 代後半の女性では，卵の発達および
成熟を担保する卵胞内細胞である顆粒膜細胞数が少ないことや，その顆粒膜細胞の機
能低下が報告されている（Pellicer et al., 1994; Seifer et al., 1996, 2002; Tatone et al., 2006; 
Gonzalez-Fernendez et al., 2011）．したがって，自然妊娠が難しいため，外因性ホルモン














（The ESHRE Capri Workshop Group, 2000）．従来の IVF-ET では，体外受精によって得






することであり，世界的にも選択的単一胚移植（elective Single Embryo Transfer: eSET）
が広がっている（Gardner et al., 2000; Ferraretti et al., 2012）．国内においても，2008 年に











タイミングの早い胚はその後の胚発生能力が高いとの報告がある（Shoukir et al. 1997; 




選択できることが確認された．これまでに ICSI 由来の分割遅延胚（PN 胚）において
発達能力が低い理由は明らかにされていないが，不完全な受精過程は前核の遅い形成
と第一分割を遅らせるだけでなく，胚盤胞への発達能力を低くする可能性がある．マ
ウス胚（Schabronath et al., 1988）やウシ胚（Comizzoli et al., 2000）では，第一細胞周期















以上に到達しているが（Gardner et al., 2000; Mullin et al., 2012），胚移植後の自然流産率
は 18 ~ 30 %と自然妊娠と比較して著しく高いことが報告されていることから




にした．これまで第一分割のタイミングと胚発生率，妊娠率の関係は，day2 や day3 新
鮮胚を用いた研究が多かった（Fenwick et al., 2002; Neuber et al., 2003）．しかしながら，





娠率は，PN 胚を移植した時と比較して有意に高く（62.3 v.s. 25.6 %, P < 0.01），流産率







齢別にみると母体が30歳以下では8 ~ 15 %であるが，35歳で20 %，40歳で40 %，42歳で






BRCA-1（breast cancer susceptibility gene I）発現が低くなることにより，異数紡錘体が
出現し，さらには染色体異常を生じるとの報告がある（Pan et al., 2008）．BRCA-1は乳
ガンおよび卵巣ガンに関与するガン抑制遺伝子であるが，細胞周期のチェックポイン
トにおいて正しい染色体分離に必要とされており，BRCA-1が欠損もしくは変異した細














群として CE-TOF MS による培養液のメタボローム解析を行い，代謝産物を比較した































マウスやウシのような他の哺乳動物と比較して，低いのが現状である（Lonergan et al., 







































後の胚の状態（EC: early cleavage, BD: pronuclear breakdown, PN: pronuclear）による発生
能の違いを検討した．その結果，培養 3 日目の胚の分割数とグレードは，BD 胚，PN
胚と比較して EC 胚が有意に高かった．また，胚盤胞到達率，良好胚盤胞発生率におい
























した時と比較して有意に高く（62.3 v.s. 25.6 %,  P < 0.01），流産率は有意に低かった
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